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First record of Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae) surviving on Bt soybean in Brazil

Abstract. Loopers are important defoliators in several crop species. Among the loopers attacking non-Bt soybean cultivars, Chrysodeixis includens
(Walker, [1858]) was the most common. The use of trangenic Bt soybean in appromately 70% of the soybean fields in Brazil led to a decrease in
the loopers in these fields. However, technical field specialists and soybean producers recently observed Plusiinae larvae damaging transgenic
Bt soybean, posing a risk over the Bt technology. Therefore, the aim of this study was to identify and confirm the catterpillar species feeding on
transgenic Bt soybean fields in Brazil. Larvae and soybean leaf samples were collected in 12 soybean-producing locations from four Brazillian
States. Soybean leaf samples were tested to confirm whether they were transgenic Bt. Larvae were reared in artificial diet and submitted to
feeding trials on non-transgenic and transgenic Bt soybean leaves. The species identification was perfomed by amplicon sequencing of the
cytochrome oxidase | (COI) gene of eight larvae per local. All 12 populations fed in the transgenic Bt soybean and the sequencing analysis of COI
determined that they belong to Rachiplusia nu (Guenée, 1852) with 100% similarity to the COl sequences available in NCBI for this species. These
results suggest that the R. nu species is not controlled by the genetic modification event present in the tested soybean variety and highlights the
need for additional looper management control strategies, such as insecticide application, for controlling this insect pest in transgenic Bt soybean.
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A agricultura brasileira, e mais especificamente a sojicultura, vém
enfrentando novos desafios fitossanitarios. A cultura da soja passou
recentemente por um processo de introdugdo de materiais transgénicos
resistentes a lagartas (conhecidos como soja Bt, que expressa a
proteina CrylAc), resultando no controle de diversas espécies. Porém,
observou-se o aumento de espécies que antes ndo eram prioritarias ou
pragas diretas como Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (revisado em
Pozebon et al. 2020).

Com o aumento do uso da soja Bt para aproximadamente 70%
da area plantada no Brasil, as lagartas conhecidas comumente
como lagartas falsa-medideiras ou mede-palmo foram controladas
efetivamente nas lavouras (Perini et al. 2020). As lagartas pertencentes
a subfamilia Plusiinae tém grande importancia na cultura da soja
devido aos elevados danos ocasionados pela desfolha e a dificuldade
de controle (Sosa-Gémez et al. 2010). Entre as espécies de Plusiinae,
as mais importantes em soja sdo Chrysodeixis includens (Walker,
[1858]) e Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Moraes et al. 1991; Moscardi
et al. 2012). As duas espécies sdo controladas pela soja Bt, porém,
na safra de 2020/21 observou-se em diversas regiGes a ocorréncia
de lagartas falsa-medideira em areas de cultivo de soja Bt. Frente a
essa observagdo do ressurgimento das lagartas “Plusias”, foi realizado
um estudo investigativo para confirmar se as variedades atacadas
realmente expressavam a proteina Bt e, identificar as lagartas que
estavam se alimentando dessas variedades.

Foram coletadas lagartas falsa-medideiras e plantas de soja em 12
locais (Tab. 1, Fig. 1), sendo as lagartas para testes em laboratdrio e
as plantas para verificagdo do evento transgénico. Todos os materiais
foram encaminhados para o laboratério de monitoramento de
inseticidas da Syngenta Protegdo de Cultivos, na cidade de Holambra,
no Estado de Sdo Paulo. No laboratério as plantas coletadas de cada
local foram submetidas ao teste de verificagdo de evento transgénico,
utilizando o kit QuickStix - Detec¢do CrylAc em Folhas e Sementes de
Soja (AS-433-LS) da empresa Envirologix.
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Para os bioensaios com as lagartas, foram coletadas
aproximadamente 300 lagartas por local. Estas foram individualizadas
em potes plasticos (modelo G-695 Galvanotek) contendo 15 mL da
dieta artificial (Greene et al. 1976).

Assim que as lagartas chegaram ao laboratério, foi realizada uma
triagem de acordo com as fases imaturas. As pupas foram transferidas
para gaiolas de PVC (20 cm de altura e 15 cm de diametro) revestidas
internamente com papel sulfite tamanho A4, contendo na extremidade
inferior uma placa de Petri de 15 cm de diametro, papel filtro circular
e um recipiente plastico com uma solug¢do de mel na concentragdo
10% embebido em algod3o para a alimentagdo dos adultos. As gaiolas
foram cobertas por tecido tipo “voil” preso com elastico de borracha.
Para manter a viabilidade da criagdo foram realizadas as trocas dos
recipientes com solugdo de mel e a retirada das posturas trés vezes
na semana, para evitar contaminagdo bem como a eclosdo dos ovos
dentro das gaiolas contendo os adultos.

As posturas foram transferidas para copos plasticos de 400 mL
(Copaza) contendo dieta artificial e as lagartas ao atingirem o terceiro
instar, foram individualizadas em copos plasticos de 100 mL (Copaza)
contendo 30 mL de dieta artificial para dar continuidade a criagdo no
laboratdrio e uma parte das lagartas foram submetidas aos testes. A
criagdo foi mantida em sala climatizada, com temperatura de 25+ 1 °C,
umidade relativa do ar de 60% + 10% e fotofase de 12 horas.

Para o teste de herbivoria em soja transgénica Bt, foram semeadas
em casa de vegetagdo as cultivares M5947 IPRO (transgénica Bt) e a
BMX Poténcia RR (ndo Bt). Quando as plantas atingiram o estadio de
V5 foram coletadas as folhas e ofertadas para as lagartas de estdgio
L2 (segundo instar) em placas de Petri, sendo alocados seis foliolos
por placa, com uma lagarta por foliolo e total de seis lagartas em cada
placa, utilizando-se de quatro repeti¢ées por populagdo. As lagartas
foram mantidas por 48h em sala de criagdo a 25°+ 1 °C e fotofase de
12 horas.

Para a extragdo de DNA de cada lagarta individualizada foi utilizado
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Tabela 1. Local com ataques de lagarta falsa-medideira em soja Bt, identificacdo da espécie coletada, e mortalidade em laboratério em folhas de soja ndo Bt e soja

Bt.
Mortalidade (%)
Local Espécie Estado Municipio Latitude Longitude BAMX M5947 IPRO
POTE~NCIA (Cry1Ac)
RR (ndo Bt)
1 Rachiplusia nu Mato Grosso Campo Verde -15.2396 -54.8813 0 12
2 Rachiplusia nu Mato Grosso Sinop -11.8717 -55.7233 0 0
3 Rachiplusia nu Mato Grosso Alto Gargas -17.0007 -53.5210 0 15
4 Rachiplusia nu Minas Gerais Uberlandia -18.9383 -48.1725 0 0
5 Rachiplusia nu Parana Londrina -23.1371 -51.1994 0 8
6 Rachiplusia nu Parana Lapa -23.1009 -51.0903 0 6
7 Rachiplusia nu Parana Bela Vista do Paraiso -23.0208 -51.1914 0 1
8 Rachiplusia nu Parana Cambé -23.1850 -51.2099 0 9
9 Rachiplusia nu Parana Cambé -23.1428 -51.2095 0 8
10 Rachiplusia nu Parana Cambé -23.2247 -51.2449 0 0
11 Rachiplusia nu Parana Cambé -23.2421 -51.2508 0 0
12 Rachiplusia nu Sao Paulo Itabera -23.7951 -49.0127 0 12
Média 5,9

BMX Poténcia RR

Monsoy M5947 IPRO

Figura 1. Mapa dos locais de coleta e consumo de folhas de soja ndo Bt (BMX Poténcia RR) e em soja Bt (Monsoy M5947) por Rachiplusia nu (Lepidoptera:

Noctuidae).

o kit Wizard (Promega) seguindo as instrugGes do fabricante. Foram
sequenciadas oito lagartas de cada populagdo coletada. Para a
identificacdo da espécie foi amplificado, através de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), um fragmento do gene citocromo oxidase |
(cytochrome oxidase I, COI) usando os primers descritos anteriormente
(Folmer et al. 1994; Simon et al. 1994). O amplicon obtido foi
sequenciado usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems) no instrumento 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). A sequéncia consensus obtida foi depositada no Genbank
com o nimero de acesso MZ328128. As analises de alinhamento e
BLAST foram realizadas usando ClustalW (Thompson et al. 1994).

Os testes de detecgdo do evento CrylAc apresentaram resultados
positivos para todas as plantas coletadas, confirmando que plantas
com o evento CrylAc estavam sendo atacadas por lagartas falsa-
medideira (Tab. 1). No teste de herbivoria, houve alto consumo foliar
em ambas variedades (Bt e ndo Bt) (Fig. 1) apds 48 horas de exposigdo
das lagartas.

Em relacdo a mortalidade, verificou-se que a mortalidade foi zero
nas populagdes expostas a soja convencional (ndo Bt). Ja os individuos
das mesmas populagdes expostos a soja Bt, os valores de mortalidade
variaram de zero a 15%, apresentando uma mortalidade média total
das populagdes de 5.9% (Tab. 1).

A andlise do sequenciamento do gene COl mostrou 100% de
similaridade (MZ328128.1) das sequéncias com as sequéncias desse
mesmo gene que estdo depositadas no banco de sequéncias (Genbank,
NCBI) com a espécie R. nu. A identificagdo por técnicas moleculares
é uma ferramenta importante visto a dificuldade de identificacdo a
campo por caracteres morfoldgicos das espécies R. nu e C. includens.

Dos 12 locais de coleta, verificou-se que 100% das lagartas
pertenciam a R. nu, e em todos os locais as lagartas estavam se
alimentando em cultivares de soja Bt, demonstrando que essa espécie
nao estd sendo controlada totalmente pelo evento CrylAc e que
devido ao histérico de dano das plusias em soja, medidas de controle
complementares podem ser necessarias. O uso de inseticidas e/ou
outras medidas de controle eficientes, devem ser parte integral das
boas praticas de manejo das lavouras de soja, visando o controle de
lagartas.

Essas populagbes detectadas em diversas regides do Brasil,
presentes em soja Bt, sinalizam que R. nu esta se adaptando a soja Bt e
que se faz necessario reavaliar as estratégias de controle de plusia em
soja, manejo atualmente esquecido, devido a adogdo da tecnologia Bt.

Historicamente, a presenga de R. nu era limitada a estados do sul
do Brasil e a Argentina (Perini et al. 2021), e assim, a detecgdo em
diversas regidoes do Brasil sinaliza uma provavel adaptagdo ambiental
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dessa espécie. Portanto, se faz necessario mais estudos para entender
melhor a competicdo interespecifica das espécies de Plusiinae,
pois anteriormente ao advento da soja Bt esse nicho ecoldgico era
ocupado predominantemente por C. includens, e podendo agora ser
ocupado por R. nu como uma nova desfolhadora em soja. Além disso,
sdo necessarios estudos sobre a predominancia de cada espécie de
Plusiinae em campos de soja e quais sdo as variagdes dos niveis de
suscetibilidade das populagGes de R. nu a proteina Cry1lAc para definir
em ambito regional as melhores estratégias de manejo da resisténcia.

Este é o primeiro relato de R. nu sobrevivendo em soja Bt (Cry1Ac)
a campo no Brasil.
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